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1 UVOD 
Clostridioides difficile je anaerobna, sporogena, po Gramu pozitivna bakterija, ki proizvaja 
toksine. Med ljudmi se C. difficile prenaša po fekalno-oralni poti in je ena izmed 
pomembnejših črevesnih patogenih bakterij (Leffler in Lamont, 2015). Simptomi okužbe se 
lahko kažejo kot mila driska, lahko pa C. difficile povzroči življenjsko nevarno stanje, 
psevdomembranski kolitis (Crobach  in sod., 2018). 
 
Okužba s C. difficile je povezana z uporabo širokospektralnih antibiotikov in velja za eno 
pomembnejših povzročiteljic driske pri hospitaliziranih bolnikih (Kelly in Lamont, 2008). 
V zadnjem desetletju pa se trend okužb s C. difficile spreminja, vse več se pojavlja izven 
bolnišničnih okužb pri zdravih osebah, ki predhodno niso bile izpostavljene zdravljenju v 
bolnišnici (Janežič in sod., 2018).  
 
C.difficile lahko tvori spore, ki so zelo odporne in omogočajo bakteriji preživeti v aerobnem 
okolju. Spore so prisotne v bolnišničnem okolju prav tako pa so jih izolirali iz mnogo 
okoljskih virov (rečnih voda, jezer, prsti, parkov), živalskih vzorcev, vzorcev hrane, kot tudi 
iz domačih gospodinjstev prsti (Saif in Brazier, 1996; Simango, 2006; Janežič in sod., 2012; 
Zidarič in sod., 2010; Rashid in sod., 2016). 
 
Bakterijo C. difficile najdemo tudi na podplatih obuval, ki so v lahko v več kot 40 % 
kontaminirani s sporami C. difficile in so eden od možnih načinov prenosa spor med okolji, 
npr. med domačim okoljem, zunanjimi površinami in oddelki znotraj bolnišnice (Alam in 
sod., 2014).  
 
Nekaj posameznih vzorčenj na Oddelku za mikrobiološke raziskave, Nacionalnega 
laboratorija za zdravje, okolje in hrano, je pokazalo, da so laboratorijske površine pultov 
redko kontaminirane s C. difficile, da pa na podplatih obutve laboratorijskega osebja 
najdemo spore C. difficile v večjem deležu, kot je znano za podplate obuval iz domačega 
okolja. V tej nalogi želimo na večjem vzorcu preveriti delež kontaminacije obuval 
laboratorijskih delavcev. Nadalje želimo ugotoviti tudi, kje je vir teh kontaminacij. 
Diagnostični laboratoriji so deloma podobni bolnišničnemu okolju, saj kljub upoštevanju 
zahtev varnega dela, verjetno prihaja do razširjanja spor C. difficile iz vzorcev in kultur. 
Možno pa je, da je vir kontaminacije podplatov drugje, kar bomo primerjali s primerjavo 
sevov iz obutve (službena obutev in obutev, s katero pridejo v službo) in kliničnih vzorcev.  
 
1.1 NAMEN DELA  
Namen naloge je bil testirati kontaminacijo obutve laboratorijskega osebja, osamiti bakterijo 
C. difficile, jo karakterizirati, ter primerjati s sevi, ki so bili v enakem časovnem obdobju 
izolirani iz kužnin.  
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1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
Pričakujemo, da: 
- bodo podplati obutve laboratorijskih delavcev kontaminirani s sporami bakterije v več kot 
30 %, 
- bomo na podplatih delavcev, ki delajo v mikrobiološkem diagnostičnem ali raziskovalnem 
laboratoriju našli spore v večjem deležu, kot na podplatih delavcev iz laboratorija, kjer ne 
izolirajo C. difficile, 
- bodo nekateri PCR-ribotipi izolirani iz površine podplatov obuval enaki kot PCR-ribotipi 
osamljeni iz kužnin v istem časovnem obdobju, kot je poteklo vzorčenje.  
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2 PREGLED OBJAV  
2.1 BAKTERIJA Clostridioides difficile IN KLINIČNI POMEN 
Clostridioides difficile je anaerobna, sporogena, po Gramu pozitivna bakterija, ki proizvaja 
toksine (Leffler in Lamont, 2015). Do leta 2016 je bakterija spadala v rod Clostridium, nato 
pa so jo leta 2016 Lawson in sod. prevrstili v nov rod in preimenovali v Clostridioides 
difficile. Danes sta veljavni obe poimenovanji bakterije (Oren in Rupnik, 2018). 
 
Bakterijo C. difficile najdemo v črevesnem traktu ljudi in živali, vendar pa so spore 
ubikvitarne. Najdemo jih v različnih naravnih okoljih, izoliramo jih lahko tudi iz hrane 
(Smits in sod., 2016). Kontaminacija okolja s sporami je glavni razlog za širjenje okužbe 
(Barra-Carrasco in Paredes-Sabja, 2014). 
 
Bakterija C. difficile je ena izmed pomembnejših črevesnih patogenih bakterij (Leffler in 
Lamont, 2015). Okužba s C. difficile se lahko kaže kot mila driska ali pa povzroči življenjsko 
nevarno stanje, psevdomembranski kolitis (Crobach in sod., 2018). Največkrat okužbe 
prizadenejo starejše, hospitalizirane ljudi, po antibiotičnem zdravljenju. Ljudje z ustreznim 
imunskim odzivom uspešno premagajo okužbo in/ali postanejo asimptomatski nosilci (Smits 
in sod., 2016). 
 
2.2 PATOGENEZA  
Okužba z bakterijo C. difficile poteka po fekalno oralni poti. Spore so mirujoče oblike, ki so 
zelo odporne na okoljske razmere, vključno z dezinfekcijskimi in mnogimi antimikrobnimi 
sredstvi, ki navadno učinkujejo na metabolno aktivne celice. Spore naj bi imele glavno vlogo 
pri okužbi, saj vegetativne (metabolno aktivne) celice, ki so obligatno anaerobne ne morejo 
preživeti v oksigeniranem okolju zunaj prebavil. Spore v črevesju germinirajo, kar je 
pogojeno z zaznavanjem primarnih žolčnih kislin iz jeter, kot je tauroholat, in je inhibirano 
s sekundarnimi žolčnimi kislinami v črevesju (Smits in sod., 2016). 
 
Kalitev spor in kolonizacija črevesja je v veliki meri odvisna od gostiteljeve črevesne 
mikrobiote. Antibiotiki lahko spremenijo sestavo črevesne mikrobiote, kar lahko vodi do 
okužbe s C. difficile (Smits in sod., 2016). 
 
Kolonizacijo s C. difficile definiramo kot prisotnost bakterije v črevesju ob odsotnosti 
simptomov, medtem ko pa okužbo s C. difficile definiramo kot prisotnost toksina C. difficile 
ali prisotnost toksigenega seva ob prisotnosti kliničnih simptomov (Crobach  in sod., 2018). 
Bakterija C. difficile kolonizira intestinalni trakt pri 1–15 % odraslih, prav tako pa je lahko 
do 80 % novorojenčkov koloniziranih s C. difficile, vendar slednja v tej populaciji le redko 
povzroči bolezen (Napolitano in Edmiston, 2017). Predvideva se, da ni ustreznih receptorjev 
za vezavo toksina v otroškem črevesju, prav tako pa naj bi otroci tvorili protitelesa proti 
toksinu brez klinične okužbe (Leffler in Lamont, 2015). 
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2.2.1 Vloga črevesne mikrobiote  
Pomembno vlogo pri kolonizaciji s C. difficile imata črevesna mikrobiota in imunski odziv 
gostitelja. Črevesna mikrobiota ima pomembno vlogo pri celotnem življenjskem ciklu 
bakterije, od kalitve spor, kolonizacije in povzročitve bolezni. Sprememba v sestavi črevesne 
mikrobiote pri ljudeh koloniziranih s C. difficile se kaže v zmanjšanju raznolikosti 
mikrobiote (Crobach in sod., 2018). 
 
Prvi korak pri kolonizaciji s C. difficile je kalitev spor, ki jo spodbudijo primarne žolčne 
kisline. Fiziološka vloga žolčnih kislin je sicer pomoč pri prebavi maščob. Žolčne kisline 
nastajajo v jetrih in se sprostijo v tanko črevo, kjer se reabsorbirajo. Vseeno pa majhna 
količina primarnih žolčnih kislin ostane neabsorbirana in potuje v debelo črevo, kjer jih 
nekateri predstavniki črevesne mikrobiote presnavljajo v sekundarne žolčne kisline, slednje 
pa inhibirajo rast C. difficile. Zmožnost presnavljanja primarnih žolčnih kislin v sekundarne 
imajo predstavniki družin Lachnospiraceae, Ruminococcaceae in Blautia, vse spadajo v 
deblo Firmicutes. V primeru porušene črevesne mikrobiote pride do zmanjšanja v 
številčnosti predstavnikov Firmicutes in posledično zmanjšane količine sekundarnih žolčnih 
kislin (Crobach in sod., 2018).  
 
Poleg tega lahko spremembe v sestavi črevesne mikrobiote zmanjšajo tvorbo kratko verižnih 
maščobnih kislin, ki sicer zmanjšujejo pH in s tem ustvarjajo neugodno okolje za naselitev 
C. difficile. Tudi aminokisline lahko pripomorejo k lažji naselitvi C. difficile, saj lahko 
olajšajo kalitev v prisotnosti sekundarnih žolčnih kislin in vplivajo na imunski sistem 
(Crobach in sod., 2018). 
 
2.2.2 Dejavniki tveganja  
 (Smits in sod., 2016). Ampicilin, amoksicilin, cefalosporini, klindamicin in fluorokinoloni 
so antibiotiki, ki so najpogosteje povezani z okužbo, vendar pa so skoraj vsi antibiotiki v 
določeni meri povezani z razvojem okužbe (Leffler in Lamont, 2015).  
 
Tveganje za okužbo in resnost bolezni se povečata s starostjo. V študiji so Pépin in sod. 
(2005) ugotovili, da je bila 10-krat večja verjetnost okužbe s C. difficile med izbruhom leta 
2002 v Quebecu, pri osebah starejših od 65 let v primerjavi z mlajšo populacijo. Prav tako 
so  Nash in sod. (1982) v študiji ugotovili, da je bilo 62 % simptomatskih bolnikov C. difficile 
starejših od 60 let. Razlog za večjo obolevnost starejših ljudi je lahko povečana uporaba 
antibiotikov, pogostejše bivanje v bolnišnicah in oslabljen imunski sistem (Klinger in sod., 
2000). 
 
Pomemben dejavnik tveganja za okužbo so tudi operacije trebušne votline, predvsem 
kolorektalne operacije. Rizične skupine za razvoj okužbe s C. difficile so prejemniki 
organov, bolniki s pridruženimi boleznimi, kot so kronična vnetna črevesna bolezen, 
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ledvične bolezni, bolniki, ki prejemajo kemoterapije in okuženi z virusom HIV (Klinger in 
sod., 2000; Napolitano in Edmiston, 2017).  
 
2.2.3 Vloga toksinov 
Glavna dejavnika virulence bakterije C. difficile sta eksotoksina, toksin A (TcdA) in toksin 
B (TcdB). Toksina TcdA in TcdB delujeta citotoskično in enterotoksinčno (Smits in sod., 
2016). Toksično delujeta tako, da glikozilirata in s tem inaktivirata gostiteljske GTPaze Rho 
in Rac v citosolu tarčnih celic. To vodi do razpada citoskeleta in posledično do prekinitve 
tesnih stikov med črevesnimi epitelnimi celicami. (Abt in sod., 2016). 
 
Večina kliničnih sevov tvori tako toksin A, kot toksin B, poročali pa so tudi o izbruhih 
bolezni, ki so jih povzročili samo sevi s toksinom B. Nekateri sevi pa tvorijo še toksin poznan 
kot CDT oz. binarni toksin, katerega vloga ni popolnoma pojasnjena. Ugotovili pa so, da so 
sevi, ki imajo prisoten tudi binarni toksin povezani s težjimi primeri bolezni. Zapis za toksin 
CDT nosita gena, cdtA in cdtB, ki se nahajata na operonu binarnega toksinskega lokusa 
CdtLoc (Nagy, 2018; Smits in sod., 2016).  
 
Glavna toksina A (TcdA) in B (TcdB) bakterije C. difficile sta kodirana v 19,6 kilobazni 
kromosomski regiji, imenovali toksinski lokus (PaLoc) (Rupnik, 2010). Toksinski lokus 
vsebuje 5 genov, dva izmed teh kodirata toksin A in toksin B, trije ostali geni pa so vključeni 
v regulacijo (tcdR in tcdC) in transport toksina (tcdE). Pri skoraj vseh sevih je PaLoc 
vstavljen v kromosomu na istem mestu. Pri netoksigenih sevih v večini primerov namesto 
toksinskega lokusa najdemo v istem mestu vstavljeno kratko zaporedje, ki vsebuje 115 
baznih parov, v redkih primerih pa tudi daljše, več kot 5 kb dolgo zaporedje (Monot in sod., 
2015; Rupnik in Janežič, 2016). 
 
2.2.4 Diagnostika in zdravljenje  
Diagnostika okužbe temelji na kombinaciji klinične anamneze in laboratorijskih preiskav 
(Napolitano in Edmiston, 2017). 
Najpogosteje se za diagnostiko uporablja dokaz toksigene kulture; osamitev bakterije z 
anaerobno kulturo iz iztrebka ter potrditev, da tvori toksine. Slednje lahko naredimo z 
encimsko imunskimi testi, s katerimi dokažemo prisotnost toksina, ali z molekularnimi testi, 
s katerimi dokažemo prisotnost genov, ki kodirajo toksine. Toksigena kultura ostaja zlati 
standard za laboratorijsko diagnostiko zaradi visoke občutljivosti (94–100 %) in 
specifičnosti (99 %), žal pa je test časovno zamuden, saj traja 2–5 dni (Napolitano in 
Edmiston, 2017).  
 
Okužbo s C. difficile dokažemo z encimsko imunskimi testi za določitev toksinov 
neposredno v vzorcu blata ali testi, ki temeljijo na DNA in omogočajo identifikacijo 
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toksinskih genov v blatu. DNA testi imajo boljšo občutljivost in specifičnost kot encimsko 
imunski testi (Leffler in Lamont, 2015). 
 
Prvi korak pri zdravljenju lahke oblike bolezni je prenehanje uporabe antibiotikov, kar v 25 
% primerov vodi do ozdravitve (Noren, 2010). Pri oblikah bolezni s težjimi simptomi pa se 
za zdravljenje okužbe večinoma uporablja metronidazol, vankomicin ali fidaksomicin 
(Smits in sod., 2016). 
 
2.3 TIPIZACIJSKE METODE 
Bakterija C. difficile je bila že od začetka pogosto povezana z bolnišničnimi izbruhi. Zaradi 
tega so se tipizacijske metode razvile zelo zgodaj. Tipizacija bakterij se uporablja za sledenje 
in preiskovanje izbruhov bolezni, za identifikacijo novih bakterijskih sevov s povečano 
virulenco, za sledenje prenosa bakterije, ne samo lokalno, temveč tudi globalno, in za 
ugotovitev prenosa bakterij med ljudmi in živalmi (Janežič in Rupnik, 2010). 
 
Obstajajo različne molekularne metode za tipizacijo C. difficile: gelska elektroforeza v 
pulzirajočem električnem polju (PFGE), hkratna analiza večjega števila lokusov z 
variabilnim številom tandemskih ponovitev (MLVA), PCR-ribotipizacija, restrikcijska 
endonukleazna analiza (REA) in multilokusna sekvenčna tipizacija (MLST) (Collins in sod., 
2015). 
 
Standardna metoda za tipizacijo C. difficile je PCR-ribotipizacija. Nekateri laboratoriji 
uporabljajo tudi toksinotipizacijo, ki nam omogoča, da seve bakterije ločujemo glede na 
razlike v toksinskem lokusu. Za identifikacijo filogenetskih odnosov in definicijo 
populacijske strukture vrste C. difficile pa je zelo uporabna multilokusna sekvenčna 
tipizacija (MLST) (Janežič in sod., 2016). Z razvojem in vedno večjo dostopnostjo 
naslednjih generacij sekvenciranja, se danes za raziskovanje izbruhov ter prenosov bakterije 
C. difficile, vedno pogosteje uporablja sekvenciranje in primerjava celotnih genomskih 
zaporedij (Janežič in Rupnik, 2019).  
 
2.3.1 PCR-ribotipizacija 
PCR-ribotipizacija temelji na primerjavi vzorcev fragmentov, ki jih dobimo s 
pomnoževanjem medgenskih regij (ISR; angl. Intergenic spacer region) kodiranih med 16S 
in 23S ribosomske RNK (Krutova in sod., 2018). Pri tej metodi z enim parom začetnih 
oligonukleotidov, ki se prilegajo na konzervativne regije gena za 16S rRNA in 23S rRNA 
pomnožimo medgenske regije (ISR). Različni sevi C. difficile imajo lahko različno število 
ISR, ki se razlikujejo v dolžini. Po PCR pomnožene ISR ločimo z gelsko ali kapilarno 
elektroforezo in primerjamo dobljene vzorce fragmentov. Če imata dva izolata enak vzorec 
fragmentov, ju uvrstimo v isti PCR-ribotip. Če se razlikujeta v enem ali več fragmentih, ju 
uvrstimo v različna ribotipa. PCR-ribotipe označimo z mednarodno prepoznanimi oznakami, 
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označenimi z arabskimi številkami (001, 002, 003,…) (Janežič in Rupnik, 2010). 
Mednarodno prepoznano oznako lahko ribotipu dodelimo samo, če imamo v laboratoriju 
referenčni ribotip za primerjavo, ali če za analizo uporabljamo kapilarno elektroforezo in 
analizo s programom WEBRIBO (Indra in sod., 2009). Če referenčnega seva nimamo, nov 
ribotip označimo z interno številko (npr. SLO 001, SLO 002,…) (Janežič in Rupnik, 2010).  
 
2.3.2 Toksinotipizacija 
Toksinotipizacija nam omogoča določitev toksinotipov bakterije C. difficile. Temelji na 
PCR-RFLP (angl. PCR-restriction fragment length polymorphism) metodi, s katero 
analiziramo toksinski lokus. Za to, da določimo toksinotip, moramo najprej pomnožiti 
najbolj variabilni regiji toksinskega lokusa, en je del gena, ki kodira katalitično domeno 
toksina B (B1), drugi pa je del gena, ki kodira vezavno domeno toksina A (A3). Po tem, ko 
oba fragmenta pomnožimo, ju režemo z restrikcijskimi encimi; B3 razrežemo z encimoma 
HincII in AccI, fragment A3 pa z encimom EcoRI. Kombinacija restrikcijskih profilov B1 
in A3 nam določi toksinotip (Rupnik in Janežič, 2016). Referenčni sev VPI 10463 
predstavlja toksinotip 0. Vsakemu sevu, ki se razlikuje od referenčnega se pripiše drug 
toksinotip, t.i. variantni toksinotip, ki ga označimo z rimsko številko (Rupnik, 2008). Do 
danes je znanih 35 različnih toksinotipov (0: I do XXXIV) (Rupnik in Janežič, 2016). 
Razlike v toksinskih genih različnih toksinotipov so lahko točkovne mutacije, ter manjše ali 
večje delecije, redkeje insercije (Rupnik, 2010). V primeru, da opazimo nov restrikcijski tip 
v B1 in/ali A3 se sevu definira nov toksinotip in analizira se celotni PaLoc z desetimi PCR-
ji (Rupnik, 2008). 
 
2.4 EPIDEMIOLOGIJA OKUŽB S C. difficile PRI LJUDEH 
2.4.1 Epidemiologija okužb v Evropi  
V zadnjem desetletju se je incidenca okužbe s C. difficile močno povečala v mnogo 
evropskih državah. V letih 2011–12 je bilo ocenjenih 124 000 primerov okužb letno, s 
stopnjo smrtnosti med 3–30 % (Davies in sod., 2018).  
O izbruhu hipervirulentnega seva C. difficile, karakteriziranega kot toksinotip III in PCR 
ribotip 027, so poročali iz številnih držav v Evropi in S. Ameriki. Prvič so o izbruhu poročali 
v Kanadi, leta 2002 (Kuijper in sod., 2008; Rupnik in sod., 2009 ). V letu 2005 so v 
štirinajstih evropskih državah izvedli študijo o porazdelitvi PCR-ribotipov. Izmed 322 
toksigenih izolatov, jih je 20 (6,2 %) pripadalo PCR-ribotipu 027. Okuženi s tem ribotipom 
so imeli običajno tudi težjo obliko bolezni (Kuijper in sod., 2008). 
Leta 2008 so Bauer in sod. izvedli študijo C. difficile PCR-ribotipov, ki je vključevala 34 
evropskih držav. Identificirali so 65 različnih PCR-ribotipov, med katerimi so bili 
najpogostejši 014/020 (16 %), 001 (9 %) in 078 (8 %). Zastopanost ribotipa 027 je bila 5 % 
(Bauer in sod., 2011). Med letoma 2012 in 2013 so izvedli novo študijo, kjer je sodelovalo 
19 evropskih držav. Najpogostejši PCR-ribotip je bil 027 (19 %), sledila sta mu ribotipa 
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001/072 (11 %), 014/020 (10 %). PCR-ribotip 078, ki je bil v študiji iz leta 2008 na tretjem 
mestu po zastopanosti, je bil v letih 2012–2013 zastopan le v 3 %. Prav tako opazimo, da se 
je prevalenca ribotipa 027 povečala (Davies in sod., 2018).  
2.4.2 Epidemiologija okužb v Sloveniji  
V Sloveniji v zadnjih letih beležimo velik porast okužb s C. difficile. Od leta 1999, ko sta 
bili dve prijavi okužb letno, se je število le teh povečalo. V letu 2017 je bilo prijavljenih 665 
okužb s C. difficile, v letu 2018 smo beležili 668 prijav okužb. Hospitaliziranih je bilo 74, 5 
% prijavljenih primerov (NIJZ, 2019).  
 
V evropski študiji, ki je potekala leta 2008 je sodelovala tudi Slovenija. Izmed šestih sevov 
so bili trije uvrščeni v ribotip 014/020, izmed ostalih treh sevov pa so po en pripadali 
ribotipom 018, 078 in 017 (Rupnik in sod., 2013a). V dvomesečnem obdobju pozimi leta 
2011–2012 je bilo v Sloveniji tipiziranih 149 sevov, ki so pripadali petintridesetim različnim 
ribotipom. Več kot polovica teh sevov je pripadala ribotipoma 014/020 in 027. Slednji do 
leta 2010 ni bil zaznan v Sloveniji, v letih 2011-2012 pa je bil najpogostejši ribotip (Rupnik 
in sod., 2013b).  
V Sloveniji smo imeli le en izbruh okužbe s C. difficile, ribotipa 027 - leta 2011 je zbolelo 
20 bolnikov iz UKC Maribor (Rupnik in sod., 2013a).  
2.5 PRISOTNOST C. difficile V ZUNAJBOLNIŠNIČNEM OKOLJU 
Okužbo s C. difficile najpogosteje povezujemo z zdravstvenimi ustanovami, kjer predvsem 
prizadene starejše ljudi. V zadnjih dveh desetletjih pa ugotavljajo, da je veliko okužb 
pridobljenih izven bolnišničnega okolja, v domačem okolju. Okužbe pridobljene v domačem 
okolju se pojavljajo tudi v mlajši populaciji, in pri osebah, ki niso bile izpostavljene 
antibiotičnemu zdravljenju (De Roo in Regenbogen, 2020; Ofori in sod., 2018; Warriner in 
sod., 2017). 
Možen prenos bakterije je tudi preko hrane ali stika z živalmi in preko drugih okoljskih 
virov, vendar ti načini prenosa še niso bili potrjeni (De Roo in Regenbogen, 2020; Warriner 
in sod., 2017).  
2.5.1 C. difficile pri živalih  
C. difficile je prisotna pri mnogo živalskih vrstah, izoliramo jo pri domačih živalih kot tudi 
živinorejskih. C. difficile so izolirali iz prašičev, krav, telet, konjev, ovc, perutnine, psov, 
mačkov, piščancev in drugih živali (Avbersek in sod., 2009; Bandelj in sod., 2016; Koene 
in sod., 2012; Simango, 2006). V večji meri je bakterija prisotna pri mlajših živalih 
(Warriner in sod., 2016). Pogosto se pojavlja ribotip 078/ toksinotip V/NAP7, ki prevladuje 
tudi pri okužbah povzročenih izven bolnišničnega okolja pri ljudeh (Hawken in sod., 2013). 
Sevi ribotipa 078 izolirani iz ljudi in prašičev so si genetsko sorodni (Bakker in sod., 2010). 
To lahko nakazuje na to, da so tudi živali lahko vir okužb s C. difficile ter da lahko tudi hrana 
služi pri prenosu okužbe (Rupnik, 2007).  
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Glavni način prenosa bakterije C. difficile, v zunajbolnišničnem okolju ostaja neznan, vendar 
veliko skrbi povzroča misel, da se lahko bakterija prenaša preko hrane, predvsem živalskega 
izvora. Na to nakazuje tudi dejstvo, da so sevi bakterije, ki jih najdemo pri živinorejskih 
živalih lahko prisotni tudi pri ljudeh (Hawken in sod., 2013). Pomembno vlogo pri 
epidemiologiji okužb s C. difficile v zunajbolnišničnem okolju naj bi imele kmetije z 
domačimi živalmi (Bandelj in sod., 2016). 
Leta 2009–2010 so na Nizozemskem izvedli študijo, kjer so izolirali C. difficile iz psov, 
mačk, konjev, prašičev, telet, ovc, in perutnine. Netoksigeni izolati C. difficile so 
prevladovali predvsem pri pasjih in mačjih vzorcih. Pri vseh izolatih iz prašičev in goveda 
so našli gene za toksine. Med vsemi izolati je bil najpogostejši netoksigeni ribotip 010 (27,1 
%). Sledili so mu ribotipi 014, 012, 039, in 078. Pri govedu je prevladoval ribotip 012, in pri 
prašičih 078. Ribotip 012 so zasledili tudi pri psih in konjih. Pri konjih, perutnini in psih je 
bil sicer najpogostejši izolat 014 (Koene in sod., 2012).  
 
2.5.2 C. difficile v hrani  
C. diffcile so zasledili tudi v hrani. Prisotna je bila v mletem mesu v Avstriji (3 %) in v 
Kanadi, kjer so bakterijo zasledili v mnogo večjem številu (20 % ) (Jöbstl in sod., 2010; 
Rodriguez-Palacios in sod., 2007). V še večjem številu pa je bila bakterije C. difficile 
prisotna v surovem govejem mesu (50 %) in vnaprej pripravljeni svinjini (62,5 %) v 
Združenih državah Amerike (Songer in sod., 2009). Tudi Rahimi in sod. (2014) so poročali 
o prisotnosti bakterije, v sicer manjši zastopanosti, pri kravjem mesu, ovčjem mesu, kozjem 
mesu in bivoljem mesu. Pri slednjem je bila prevalenca C. difficile najvišja (8,96 %). O 
prisotnosti toksigenih sevov C. difficile v vnaprej pripravljeni solati, sicer v nizkem deležu, 
so poročali Eckert in sod. (2013).  
 
Tudi v Sloveniji so v letih 2015–2017 Tkalec in sod. (2020) izvedli študijo prisotnosti C. 
difficile v mesu (svinjina, govedina, ovčje meso in perutnina) in v zelenjavi (listnata solata, 
koreninska zelenjava in predpripravljene solate). V 3,6 % je bila bakterija prisotna v surovem 
mesu in v 6,1 % v surovi zelenjavi. V vzorcih mesa v slovenski študiji sta bili svinjina in 
govedina negativni za C. difficile, podobno so poročali v nekaterih študijah iz Švice in 
Avstrije (Indra in sod., 2009, Hoffer in sod., 2010). 
 
2.5.3 C. difficile v okolju  
C. difficile so izolirali iz mnogo okoljskih vzorcev, iz rečnih voda, jezer, bazenov, pitne vode 
in prsti (Saif in Brazier, 1996; Simango, 2006; Janežič in sod., 2012; Zidarič in sod., 2010). 
V največjem deležu je bila C. difficile zastopana v jezerih v Walesu (87,5 %) (Saif in Brazier, 
1996). Tudi v Sloveniji so Zidarič in sod. (2010) C. difficile v velikem deležu izolirali iz rek 
(68 %), večina izoliranih sevov je pripadala tokinostipu 0, najpogostejši ribotip je bil 
014/020. Ribotip 014/020, ki je prevladoval pri rečnih izolatih, je bil prav tako najpogostejši 
izolat pri ljudeh in živalih v tistem območju. V vzorcih prsti v Walesu so Said in Brazier 
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(1996) bakterijo izolirali v 21 %. Vzorci prsti so vključevali javne parke, vrtove in igrišča 
(Saif in Brazier, 1996). V Zimbabvu so v 37 % izolirali C. difficile iz vzorcev prsti. Več kot 
polovica le teh izolatov je bila toksigenih (Simango, 2006). Najpogostejši ribotipi v okolju, 
ki so prisotni v vsaj 10 % ali več, so 014/020, FP-11 in 002. Distribucija ribotipov je podobna 
v okolju in v bolnišnicah, z izjemo ribotipa 027, ki je mnogo pogosteje izoliran v 
bolnišničnih okoljih (Alam in sod., 2017). Tudi Janežič in sod. (2012) navajajo, da so 
najpogostejši ribotipi (014/020, 002, 029), ki so bili izolirani iz ljudi, prisotni tudi v vodi in 
pri živalih.  
C. difficile so izolirali tudi v domačih gospodinjstvih, parkih, restavracijah s hitro hrano, 
trgovinah. Pogostost C. difficile je bila najvišja v parkih, sledili pa so domovi (Alam in sod., 
2017). V študiji so Alam in sod. (2014) pokazali, da so gospodinjstva v velikem deležu 
kontaminirana s C. difficile. Več kot 32 % vzorcev gospodinjstev je bilo pozitivnih na 
prisotnost bakterije. Najpogosteje so bili kontaminirani podplati čevljev, površine v 
kopalnici, C. difficile so našli tudi v prahu. Večina izolatov je bila toksigenih. Potencialni 
vektor za prenos okužbe v domačih gospodinjstvih so lahko tudi hišni ljubljenčki. C. difficile 
so izolirali iz psov in mačk, prav tako so bila kontaminirana gospodinjstva, kjer prebivajo 
hišni ljubljenčki. Stranišča so bila v največji meri kontaminirana s C. difficile (11 %), sledile 
so posode za pasjo hrano, hladilnik, umivalnik, kuhinjski pult, območje kjer je hrana za pse, 
prah iz gospodinjskih sesalcev itd. (Weese in sod., 2010).  
Potencialni vektor za prenos okužbe s C. difficile so tudi podplati obuval zdravstvenih 
delavcev, bolnikov in obiskovalcev (Rashid in sod., 2016). Alam in sod. (2014) navajajo, da 
je več kot 40 % obuval kontaminiranih z bakterijo C. difficile v domačem okolju. V drugi 
študiji so bili podplati obuval kontaminirani v 26,4 % (Alam in sod., 2017). Prav tako so 
študijo izvedli v Sloveniji, kjer so bili podplati obuval (čevljev in hišnih copat) v veliki meri 
kontaminirani s C. difficile (43 %). Spore C. difficile so našli tudi na blazinicah pasjih šap 
(24 %). Več kot polovica izolatov je pripadala ribotipu 014/020 (Janežič in sod., 2018).  
 
Spore C. difficile so prisotne tudi na podplatih obuval zdravstvenih delavcev v bolnišničnem 
okolju. V Sloveniji so Janežič in sod. (2019) C. difficile izolirali iz podplatov obuval 
zaposlenih in enega obiskovalca, v dveh bolnišnicah (večji univerzitetni bolnišnici in manjši 
splošni bolnišnici). V večji univerzitetni bolnišnici so C. difficile izolirali iz 62 % podplatov 
in v manjši splošni bolnišnici iz 15 % podplatov. Izolirali so 13 različnih PCR-ribotipov, 
med katerimi so prevladovali PCR-ribotipi 014/020, 010, 027, 018, ki so pogosto izolirani 
pri hospitaliziranih osebah v bolnišnicah, kjer je potekalo vzorčenje. Zaključili so, da 
podplati obuval lahko igrajo pomembno vlogo pri raznosu spor v bolnišničnem okolju in 
morebiti pomembno prispevajo k vnosu spor v bolnišnično okolje. Ker so diagnostični 
laboratoriji deloma podobni bolnišničnemu okolju, kjer lahko kljub upoštevanju zahtev 
varnega dela, verjetno prihaja do razširjanja spor C. difficile iz vzorcev in kultur, smo se v 
magistrski nalogi odločili preveriti, kolikšen je delež kontaminacije obutve laboratorijskih 
delavcev.
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Laboratorijska oprema in potrošni material 
V preglednici 1 je zbrana vsa laboratorijska oprema, ki smo jo uporabljali pri delu. 
 
Preglednica 1: Uporabljena laboratorijska oprema.  
Laboratorijska oprema Model 
Anaerobna komora Whitley DG250, anaerobic workstation 
Avtomatske pipete in nastavki  Eppendorf 
Centrifuga  Mini spin plus, Eppendorf 
Ciklični termostat  Biometra, T3000 
Elektroforetska banjica Bio-Rad, sub-cell GT 
Elektroforetska banjica CompactM Biometra 
Erlenmajerice   
Hladilnik (4 °C) Različni proizvajalci 
Komora za pripravo vzorcev za izvedbo PCR  
Kovinske pincete in škarjice  
Laboratorijsko mešalo Vibromix 10, Tehtnica 
Magnetno mešalo  Rotamix SHP-10, Tehnica 
Merilni valj  
Mešalni magnet  
Mikrovalovna pečica Privileg 8020E 
Naprava za elektroforezo Bio-Rad 
Naprava za elektroforezo Biometra, Standard Power Pack 
Nosilci in glavnički za gel pri elektroforezi  
Odlagalnik   
Pakirane sterilne gobice  Polywipe, MWE 
Parafilm   
Plastične cepilne zanke  
Plastične centrifugirke in mikrocentrifugirke   
Plinski gorilnik  
Računalnik  
Steklene čaše  
Sterilne rokavice (leteks in nitril) Kimtech 
Stojala za mikrocentrifugirke   
Tehtnica  Kern EWB, Sysmatec  
Vodna kopel WiseBath WB-11, Wisd 
Vžigalnik  
UV transluminator BioDoc Analyze 
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3.1.2 Kemikalije  
V preglednici 2 so zbrane vse uporabljene kemikalije.  
 
Preglednica 2: Uporabljene kemikalije. 
Kemikalije Proizvajalec 
Agaroza Sigma 
Agaroza Low range agarose BioRad 
Baza Tris Sigma 
Borova kislina Sigma 
Chelex-100 Resin BioRad 
Deoksiribonukleotid trifosfat (dNTP) Roche 
DNA-polimeraza Taq Roche 
Encimi HincII, AccI, EcoRI New England Biolabs 
Etidijev bromid Carl Roth 
Etilendiamintetraocetna kislina (EDTA) Sigma 
Goveji serumski albumin (BSA) New England Biolabs 
Krioviala za zamrzovanje Microban, Pro-Lab diagnostic 
Magnezijev klorid (MgCl2) Roche 
Matrix za MALDI-TOF-MS Bruker 
Nanašalni pufer New England Biolabs 
Pufer za PCR Roche 
Založna raztopina standardne lestvice DNA New England Biolabs 
Voda za PCR Qiagen 
 
3.1.3 Gojišča 
3.1.3.1 Bogatitveno gojišče BHIST  
Za pripravo 500 ml bogatitvenega gojišča BHIST smo natehtali sestavine napisane v 
preglednici 3. Po avtoklaviranju gojišča (121 °C; 30 min) smo dodali 1 ampulo dodatka 
SR0096 (Clostridium difficile selective supplement), ki vsebuje 4 mg cefoksitina in 250 mg 
D-cikloserina.  
 
Preglednica 3: Sestava bogatitvenega gojišča BHIST. 
Brain heart infusion broth (BHI) 18,5 g 
L-cistein  0,5 g 
Kvasni ekstrakt 2,5 g 
Natrijev tauroholat 0,5 g 
Destilirana voda do 500 ml 
 
3.1.3.2 Selektivno gojišče CDIF (chromID C. difficile agar) 
Gre za komercialno, selektivno kromogeno gojišče. Proizvedeno je v Franciji, v podjetju 
BioMérieux.  
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3.1.3.3 Gojišče COH (krvni agar) 
Gre za gojišče Columbia s 5 % konjske krvi. Je komercialno, trdno gojišče. Proizvajalec je 
podjetje BioMérieux (Francija).  
 
3.1.4 Raztopine in pufri 
3.1.4.1  Pufer 50 × TAE 
Za pripravo pufra 50 × TAE smo uporabili sestavine navedene v preglednici 4.  
 
Preglednica 4: Sestava pufra TAE. 
Baza Tris 121,0 g 
Acetat 51,1 ml 
0,5 M EDTA (pH 8,0) 50 ml 
ddH2O Do oznake 500 ml 
 
Pufer 50 × TAE smo shranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C. Ker smo za delo potrebovali 
pufer v delovni koncentraciji 1 × TAE, smo pufer 50 × TAE pred uporabo 50 × redčili z 
destilirano vodo.  
 
3.1.4.2 Pufer 5 × TBE 
Za pripravo pufra 5 × TBE  smo uporabili sestavine navedene v preglednici 5. 
 





Pufer 5 × TBE smo shranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C. Ker smo za delo potrebovali 
pufer v delovni koncentraciji 0,5 × TBE, smo pufer 5 × TBE pred uporabo 10 × redčili z 
destilirano vodo.  
 
3.1.4.3 Delovna raztopina standardne lestvice DNA 
Za pripravo delovne raztopine standardne lestvice DNA smo uporabili sestavine navedene 
v preglednici 6. 
 
Preglednica 6: Sestava delovne raztopine standardne lestvice DNA. 
Založna raztopina standardne lestvice DNA 
(100bp DNA Ladder1 ali 1,0-10,0 kp 2-Log DNA Ladder2); (New England Biolabs) 
10 µl 
Nanašalni pufer 30 µl 
ddH2O 60 µl 
1koncentracija založne raztopine 100 bp DNA Ladder: 500 µg/ml.  
2koncentracija založne raztopine 2-Log DNA Ladder: 1 mg/ml.  
Baza Tris  54,0 g 
Borova kislina 27,5 g 
0,5 M  EDTA (pH 8,0) 20 ml 
ddH2O Do oznake 1000 ml 
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Delovno raztopino standardne lestvice DNA smo shranili v hladilniku pri temperaturi 4 °C. 
 
3.1.5 Začetni oligonukleotidi 
V preglednici 7 so zbrani vsi uporabljeni začetni oligonukleotidi. 
 
Preglednica 7: Uporabljeni začetni oligonukleotidi.  
Ime Nukleotidno zaporedje Tarča Vir Proizvajalec 
16S Ribo 5'-GCTGGATCACCTCCTTCTAAG-3' Medgenska 
regija med 


















































































Za magistrsko delo smo vzorčili podplate obuval zaposlenih na Nacionalnem laboratoriju za 
zdravje, okolje in hrano (NLZOH) na lokaciji Maribor. Pri prvem vzorčenju smo vzorčili 
laboratorijsko obutev delavcev v treh različnih oddelkih, v katerih bodisi vsakodnevno 
delajo z bakterijo C. difficile, ali pa ne delajo s to bakterijo (Preglednica 17). Pri drugem 
vzorčenju pa smo izbrali domača obuvala, to so obuvala, s katerimi delavci pridejo v službo; 
se bodisi v garderobi preobujejo in s temi čevlji ne hodijo po laboratoriju, ali pa jih 
uporabljajo tudi med delom v laboratoriju (Podrobneje opredeljeno v preglednici 17).  
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3.2.1.1 Priprava sterilnih gobic za vzorčenje 
Na dan vzorčenja smo pripravili sterilne gobice za vzorčenje. Ob ognju smo aseptično s 
pomočjo sterilnih škarjic in sterilne pincete razrezali sterilne gobice na tri enake dele. Po en 
kos sterilne gobice smo prenesli v 50-mililitrsko centrifugirko. Na centrifugirke smo napisali 
dogovorjene oznake vzorca in datum vzorčenja. Pri prvem vzorčenju smo vzorce označili 
od PP1 do PP19, vmes pa smo imeli 3 negativne kontrole (PP5, PP11, PP17). Pri drugem 
vzorčenju pa smo vzorce označili od PP20–PP35, imeli pa smo eno negativno kontrolo 
(PP27).  
 
3.2.1.2 Vzorčenje podplatov obuval 
Pri vzorčenju smo z gobico iz 50-mililitrske centrifugirke pobrisali podplat obuvala 
laboratorijskega delavca, gobico smo nato vrnili v pripadajočo centrifugirko. Pri vzorčenju 
smo uporabljali rokavice iz lateksa. Da smo preprečili kontaminacijo naslednjega vzorca, 
smo si rokavice zamenjali po odvzemu vsakega vzorca. Za negativne kontrole smo gobice 
vzeli iz centrifugirke in jih držali v zraku 10 sekund, nato smo jih dali nazaj v centrifugirko.  
 
3.2.2 Bogatitev in osamitev  
V laboratoriju smo vzorcem v centrifugirkah aseptično, ob gorilniku dolili 30 ml gojišča 
BHIST z dodatkom SR0096. Centrifugirke smo vrtinčili in inkubirali v anaerobni komori 5–
7 dni pri temperaturi 37 °C. Anaerobno atmosfero je sestavljal dušik (80 %), vodik (10 %) 
in ogljikov dioksid (10 %).  
 
Po inkubaciji smo naredili alkoholni šok. V 2-mililitrske mikrocentrifugirke smo odpipetirali 
0,8 ml absolutnega etanola in dodali 0,8 ml kulture iz centrifugirke, ki smo jo predhodno 
dobro premešali na stresalniku. Rahlo smo premešali in suspenzijo inkubirali pri sobni 
temperaturi 30 minut. Nato smo mikrocentrifugirke centrifugirali 10 min pri 10000 
obratov/min. Odstranili smo skoraj ves supernatant, s preostankom le tega pa smo 
resuspendirali pelet ter približno 100 µl odpipetirali na kromogeno selektivno gojišče 
ChromID C. difficile in s plastično cepilno zanko naredili razmaz do posameznih kolonij. 
Plošče smo inkubirali 2–3 dni v anaerobni komori pri temperaturi 37 °C.  
 
3.2.3 Identifikacija C. difficile  
Po inkubaciji smo pregledali plošče, na ploščah kjer so zrastle kolonije smo pregledali ali 
morfološko ustrezajo bakteriji C. difficile (črne, izjemoma bele, ploščate, hrapave, roječe 
kolonije). Porasle kolonije, ki so morfološko ustrezale C. difficile smo identificirali z 
MALDI Biotyper (Bruker Daltonics). Na kovinsko ploščico smo s cepilno zanko nanesli 
približno 1 µl čiste kulture, razmazali in nanesli 1 µl metanojske kisline. Posušili smo ob 
gorilniku in nato dodali še 1 µl Bruker Matrix HCCA; Alfa-Ciano-4-hidroksicinamske 
kisline. To kovinsko ploščico smo nato vstavili v aparaturo MALDI, s katero smo 
identificirali izolate. 
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Vse morfološko ustrezne in z MALDI potrjene kolonije C. difficile smo osamili na krvnem 
agarju (gojišče COH). Iz vsake plošče smo osamili do 8 izolatov C. difficile, ki smo jih 
označili s številkami od 1 do 8. Inkubacija plošč je potekala v anaerobni komori, 1–2 dni pri 
temperaturi 37 °C.  
 
 
Slika 1: Kultura bakterije Clostridioides difficile porasla na gojišču Chrom ID C.difficile. 
3.2.4 Osamitev DNA 
Za osamitev DNA smo izbrane izolate iz krvnega agarja precepili na sveže gojišče COH in 
jih inkubirali največ 48 ur. Za izolacijo DNA je namreč potrebna sveža kultura, v kateri 
pretežno prevladujejo vegetativne celice. Za osamitev DNA smo najprej natehtali 0,3 g 
»Chelex-100 Resin« v 50-mililitrsko centrifugirko in dodali 5 ml vode za PCR. Nato smo v 
1,5-mililitrske mikrocentrifugirke odpipetirali 110 µl pripravljene vodne raztopine »Chelex-
100 Resin«, in v vsako smo dodali 1 µl čiste kulture (s cepilno zanko) ter dobro premešali 
na mešalu. Suspenzijo smo nato 10 minut inkubirali v termobloku pri 99 °C. Po inkubaciji 
smo suspenzijo centrifugirali 10 minut pri 12000 obratih na minuto. Iz vsake 
mikrocentrifugirke smo 60 µl supernatanta, v katerem se nahaja DNA, odpipetirali v sveže 
mikrocentrifugirke, pelet pa smo zavrgli.  
 
3.2.5 Molekularna karakterizacija 
Izolate smo karakterizirali s PCR-ribotipizacijo in toksinotipizacijo.  
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3.2.5.1 PCR-ribotipizacija 
S PCR-ribotipizacijo smo izolatom določili ribotip, tako da smo pomnoževali medgenske 
regije oz. ISR (angl. Intergenic spacer region) med 16S in 23S rDNA. Pomnožene fragmente 
smo nato ločili z gelsko elektroforezo ter na podlagi dobljenih profilov določili PCR-ribotip 
tako, da smo profile primerjali z bazo referenčnih PCR-ribotipov, s pomočjo računalniškega 
programa BioNumerics (Applied Maths, Belgija).  
 
Verižno reakcijo s polimerazo (PCR) smo izvedli po protokolu, ki so ga opisali Janežič in 
sod. (2011). PCR-zmes smo pripravili tako, da smo v sterilno 1,5-mililitrsko 
mikrocentrifugirko odpipetirali sestavine navedene v preglednici 8, v navedenem vrstnem 
redu. Po 46 µl reakcijske zmesi smo odpipetirali v posamezno mikrocentrifugirko v trakove 
povezanih mikrocentrifugirk za PCR in dodali 3 µl matrične DNA. Reakcija PCR je potekala 
v cikličnem termostatu T3000 (Biometra), po programu Bidet (preglednica 9).  
 
Preglednica 8 : Sestava reakcijske zmesi za pomnoževanje medgenskega prostora med 16S in 23S rDNA z 
metodo PCR.  
Komponenta Volumen reakcijske zmesi 
46 µl 
ddH2O 37,0 µl 
10 × pufer za PCR (Roche) 5,0 µl 
dNTPji (20mM zmes) 2,0 µl 
začetni oligonukleotid 16S Ribo (50 µM) 1,0 µl 
začetni oligonukleotid 23S Ribo (50 µM) 1,0 µl 
DNA-polimeraza Taq (Roche) (5 U/µl) 0,25 µl 
DNA 3µl »Chelex« DNA1 
1«Chelex« DNA: DNA izolirana s 5 % raztopino Chelex-100 Resin 
 
Preglednica 9: Program PCR za pomnoževanje medgenskega prostora med 16S in 23S rDNA. 
Čas Temperatura Število ciklov 









15 min 72 °C  
 4 °C  
Po izvedbi PCR smo pomnožke segrevali 45 min pri temperaturi 75 °C, da smo jih  
skoncentrirali na volumen ~ 25 µl. Uporabili smo program Ribo-Bid. Trakove povezanih 
mikrocentrifugirk za PCR z našimi vzorci smo pustili odprte, kot tudi bloke PCR termostata.  
 
Produkte PCR smo ločili z agarozno gelsko elektroforezo. Uporabili smo tri-odstotni 
agarozni gel, ki smo ga pripravili z ohlajenim pufrom 1 × TAE, po postopku opisanem v 
poglavju 3.2.5.3.1 
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3.2.5.2 Toksinotipizacija  
S toksinotipizacijo smo določevali toksinotipe bakterije C. difficile. Metoda temelji na PCR-
RFLP (angl. PCR-restriction fragment length polymorphism). Pri tej metodi najprej 
pomnožimo variabilni regiji toksina A (A3) in toksina B (B1). Regiji nato režemo z 
restrikcijskimi encimi, ter na podlagi kombinacije restrikcijskih profilov A3 in B1 določimo 
toksinotip. Restrikcijske profile pa primerjamo s profili referenčnih toksinotipov.  
 
Pri določevanju toksinotipa smo najprej pomnožili fragment B1 gena tcdB in fragment A3 
gena tcdA. Prav tako pa smo naredili hkratni PCR za BTb (del gena binarnega toksina CDT) 
in CD (s tem pomnožimo gen cdd3, ki je specifičen za C. difficile). S CD smo tako še enkrat 
preverili, da gre zagotovo za bakterijo C. difficile. Za toksinotipizacijo smo za vsak vzorec 
izbrali samo en izolat posameznega PCR-ribotipa, za ostale izolate istega vzorca, ki so imeli 
enak PCR-ribotip, pa smo sklepali, da gre za klone in imajo enak toksinotip. Pri sevih, ki so 
bili B1 in/ali A3 pozitivni, smo njihove pomnožke rezali z restrikcijskimi encimi. V primeru, 
da nismo dobili pomnožkov B1 in/ali A3, kar nakazuje, da gre za netoksigene seve, pa smo 
preverili prisotnost 115 bp dolgega inserta, ki se pri netoksigenih sevih nahaja na mestu 
PaLoc. Prisotnost tega inserta smo preverili z Lok1/Lok3 PCR. 
 
3.2.5.2.1 Pomnoževanje fragmentov B1 in A3  
Za izvedbo PCR za pomnoževanje fragmenta B1 in fragmenta A3 smo pripravili reakcijsko 
zmes, za vsak fragment (B1 in A3) posebej. Reakcijsko zmes smo pripravili v 1,5-mililitrski 
mikrocentrifugirki, kot je opisano v preglednici 10. Po 23 µl zmesi smo odpipetirali v 
posamezno mikrocentrifugirko v trakove povezanih mikrocentrifugirk za PCR ter nato 
dodali 3 µl matrične DNA. Pri PCR za B1 in A3 smo kot pozitivno kontrolo uporabili DNA 
seva VPI 10463 (toksinotip 0). Reakcijo smo izvedli v cikličnem termostatu (Biometra). Za 
B1 PCR smo uporabili program B1-57 (2step57) in za A3 program A3 (2step47). Programa 
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Preglednica 10: Reakcijska zmes za pomnoževanje fragmentov B1 in A3 s PCR.  
 Reakcijska zmes za B1 PCR 
25 µl 
Reakcijska zmes za A3 PCR 
25 µl 
ddH2O 18,5 µl 16 µl 
10 × pufer PCR (Roche) 2,5 µl 2,5 µl 
TMA (10-3M) / 2,5 µl 
MgCl2 25 mM 0,5 µl 0,5 µl 
dNTPji (20mM zmes) 1,0 µl 1,0 µl 
P1 (B1C) 10 pmol/µl 0,25 µl / 
P2 (B1N) 10 pmol/µl 0,25 µl / 
P1 (A3C) 10 pmol/µl / 0,25 µl 
P2 (A4N) 10 pmol/µl / 0,25 µl 
Taq polimeraza (5U/µl) (Roche) 0,0625 µl 0,0625 µl 
Volumen zmesi 23 µl 23 µl 
»Chelex« DNA1 3 µl 3 µl 
1
«Chelex« DNA: DNA izolirana s 5 % raztopino Chelex-100 Resin 
 
Preglednica 11: Opis programa PCR za pomnoževanje fragmentov B1 in A3. 








Začetna denaturacija 3 min 93° C  
1. Denaturacija 






93 ° C 
 
57 ° C 
 
30 × 
Končno podaljševanje 10 min 57 ° C  








Začetna denaturacija 3 min 93 ° C  
1. Denaturacija 






93 ° C 
 
47 ° C 
 
35 × 
Končno podaljševanje 10 min 47 ° C  
Konec   4° C  
 
Za ločevanje produktov B1 in A3 smo uporabili 1 % agarozni gel, ki smo ga pripravili z 0,5-
kratnim pufrom TBE, po postopku opisanem v poglavju 3.2.5.3.2. Preostanek PCR-
produktov smo shranili za restrikcijo.  
 
3.2.5.2.2 Restrikcija PCR-produktov B1 in A3 
Pomnožke B1 in A3, smo rezali z ustreznimi restrikcijskimi encimi. Za pomnožke B1 smo 
naredili restrikcijo z encimoma HincII in AccI. A3 pomnožke smo rezali samo z encimom 
EcoRI. Naredili smo tri restrikcijske zmesi v 1,5-mililitrskih mikrocentrifugirkah. V vsako 
izmed teh smo dodali ustrezen encim. Restrikcijske zmesi smo nato porazdelili v posamezno 
mikrocentrifugirko v trakove povezanih mikrocentrifugirk za PCR in dodali ustrezne 
pomnožke PCR. To smo nato inkubirali pri temperaturi 37 °C preko noči. Ker pri izolatu 28-
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1 ni bilo pomnožkov B1 in A3, pri tem izolatu nismo delali restrikcije. Sestava restrikcijskih 
zmesi je prikazana v preglednici 12.   
 
Preglednica 12: Sestava restrikcijskih zmesi za rezanje pomnoženih fragmentov B1 in A3. 
 Restrikcijska zmes B1 Restrikcijska zmes A3 
encim HincII AccI EcoRI 
ddH2O 5,5 µl 5,5 µl 3 µl 
10 × pufer 1,5 µl 1,5 µl 2 µl 
BSA (goveji serumski albumin) 0,15 µl / / 
encim 2U (0,15 µl) 2U (0,15 µl) 2U (0,2 µl) 
Volumen zmesi 7 µl 7 µl 5 µl 
DNA (pomnožek PCR) 8 µl 8µl 15 µl 
Po restrikciji smo produkte dokazovali v 1 % agaroznem gelu. Gel smo pripravili tako kot 
je opisan v poglavju 3.2.5.3.2. Dobljene profile smo nato primerjali s profili referenčnih 
sevov in določili toksinotipe naših izolatov.  
 
3.2.5.2.3 Potrditev izolatov C. difficile in preverjanje prisotnosti binarnega toksina z 
multiplo verižno reakcijo s polimerazo  
S PCR smo pomnožili zapis za BTb (podenota B binarnega toksina), s čimer smo preverjali 
prisotnost binarnega toksina v naših izolatih, prav tako pa smo pomnožili gen cdd3, ki je 
specifičen za bakterijo C. difficile.  
 
Reakcijsko zmes za PCR smo pripravili v 1,5-mililitrski mikrocentrifugirki, in nato 
odpipetirali 23 µl v posamezno mikrocentrifugirko v trakove povezanih mikrocentrifugirk 
za PCR. Dodali smo še 3 µl matrične DNA naših izolatov. PCR smo izvedli v cikličnem 
termostatu T3000 (Biometra). Komponente za reakcijsko zmes so navedene v preglednici 
13, program PCR v preglednici 14. Za pozitivno kontrolo smo uporabili sev toksinotipa V, 
ki ima zapis za binarni toksin.  
 
Preglednica 13: Komponente za reakcijsko zmes za PCR BTb in CD. 
Komponenta Volumen reakcijske zmesi 
25 µl 
ddH2O 19,0 µl 
10 × PCR pufer (Roche) 2,5 µl 
MgCl2 1,0 µl 
dNTP-ji ( 20 mM zmes) 0,5 µl 
Zmes začetnih oligonukleotidov1 (10 µM) 0,25 µl 
 DNA-polimeraza (Roche) (5 U/µl) 0,0625 µl 
Volumen zmesi 23 µl 
DNA 3µl »Chelex« DNA2 
1 Zmes začetnih oligonuklotidov: Tim6, Struppi 6, cdtBpos, cdtBrev 
2«Chelex« DNA: DNA izolirana s 5 % raztopino Chelex 
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Preglednica 14: Program PCR za pomnožitev BTb in CD.  
Program PCR za BTb 
in CD 










Začetna denaturacija 3 min 93 ° C  
1. Denaturacija 






1 min 20s 
93 ° C 
 




Končno podaljševanje 10 min 72 ° C  
Konec   4° C  
 
Po izvedbi PCR smo produkte CD-BTb ločili v 1 % agaroznem gelu. Gel smo pripravili tako 
kot je opisan v poglavju 3.2.5.3.2.  
 
3.2.5.2.4 Dokaz netoksigenih sevov z Lok1/Lok3 PCR 
Pri izolatih, kjer pri pomnoževanju fragmentov B1 in A3 nismo dobili pomnožka, smo 
pomnožili Lok1/Lok3 PCR. Pomnožili smo 115 bp dolgo zaporedje, ki je prisotno pri 
netoksigenih sevih, na mestu, kjer je pri toksigenih sevih prisoten PaLoc. Pripravili smo 
reakcijsko zmes v 1,5-mililitrsko mikrocentrifugirko, tako da smo odpipetirali sestavine, 
navedene v preglednici 15. Triindvajset µl zmesi smo odpipetirali v posamezno 
mikrocentrifugirko v trakove povezanih  mikrocentrifugirk za PCR ter dodali 3 µl DNA. 
PCR smo izvedli v cikličnem termostatu T3000 (Biometra), po programu 52 (3step52), ki je 
opisan v preglednici 16. Za kontrolo smo uporabili DNA netoksigenega seva. 
 
Preglednica 15: Komponente za reakcijsko zmes za pomnožitev Lok1/Lok3 s PCR. 
Komponenta Volumen reakcijske zmesi 
25 µl 
ddH2O 18,5 µl 
10 × PCR pufer (Roche) 2,5 µl 
MgCl2 (25mM) 1,0 µl 
dNTP-ji ( 20mM zmes) 0,5 µl 
P1-Lok3 (10 pmol/µl) 0,25 µl 
P2-Lok1 (10 pmol/µl) 0,25 µl 
 DNA-polimeraza (Roche) (5U/µl) 0,0625 µl 
Volumen zmesi 23 µl 
DNA 3µl »Chelex« DNA1 
1






Ogrizek E. Kontaminacija podplatov obutve laboratorijskih delavcev s sporami bakterije C. difficile. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
22 
Preglednica 16: Program PCR za pomnožitev Lok1/Lok3. 
Program PCR za 
Lok1/Lok3 




Začetna denaturacija 3 min 93 ° C  
1. Denaturacija 






93 ° C 
 
52 ° C 
72 ° C 
 
30 × 
Končno podaljševanje 10 min 72 ° C  
Konec   3° C  
 
Produkte PCR za pomnožitev Lok1/Lok3 smo dokazovali v 1 % agaroznem gelu, kot je 
opisano v poglavju 3.2.5.3.2. 
 
3.2.5.3 Agarozna gelska elektroforeza 
3.2.5.3.1 Agarozni 3-odstotni gel  
Za ločevanje dobljenih produktov s PCR-ribotipizacijo smo uporabili agarozno gelsko 
elektroforezo, pri kateri smo uporabili tri-odstotni agarozni gel. Gel smo pripravili tako da 
smo v erlenmajerico zatehtali 3 g agaroze (CertifiedTM Low Range Ultra Agarose, Bio-
Rad) in dolili 100 ml ohlajenega pufra 1 × TAE ter približno 5 ml ddH2O. Raztopino smo 
premešali na magnetnem mešalu in nato 4 minute segrevali v mikrovalovni pečici. Občasno 
smo raztopino vzeli iz mikrovalovne pečice in premešali na magnetnem mešalu. Po štirih 
minutah smo raztopino ohladili s hladno vodo, in gel vlili v nosilec za elektroforezo z 
glavničkom (20 vdolbinic). Počakali smo, da se je gel strdil in nato odstranili glavniček, ter 
gel prenesli v elektroforetsko banjico. Do oznake smo dolili hladen pufer 1 × TAE.  
 
V prvo in zadnjo luknjico v gelu smo vnesli 10 µl standardne lestvice DNA 100 bp (New 
England Biolabs) , v vmesne luknjice pa smo vnesli vzorce (na parafilmu smo 20 µl produkta 
PCR zmešali s 7 µl nanašalnega pufra). Elektroforeza je tekla 4 ure pri napetosti 70 V. Po 
končani elektroforezi smo gel barvali 15 minut v 0,2 µg/mL raztopini etidijevega bromida, 
nato pa smo ga za 15 minut prestavili v ddH2O, da smo sprali odvečni, nevezani etidijev 
bromid. Z dokumentacijskim sistemom Biometra smo nato gel poslikali, ga natisnili in 
shranili v računalniški obliki.  
 
PCR-ribotipe smo določili s programsko opremo BioNumerics (Applied Maths). Dobljene 
profile smo primerjali z že znanimi profili referenčnih PCR-ribotipov, ki jih imajo shranjene 
v programu BioNumerics. Vzorcem z enakimi profili smo pripisali isti PCR-ribotip. 
 
3.2.5.3.2 Agarozni 1-odstotni gel 
Produkte pri toksinotipizaciji smo ločili z agarozno gelsko elektroforezo, kjer smo uporabili 
1 % agarozni gel. Pripravili smo ga tako, da smo natehtali 0,9 g agaroze SIGMA in dodali 
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90 ml 0,5 ×  pufra TBE. Raztopino smo kuhali 2 min v mikrovalovni pečici in jo nato ohladili 
pod hladno vodo. Gel smo prelili v nosilec za elektroforezo in vstavili glavniček (18 luknjic). 
Ko se je gel strdil smo ga prenesli v elektroforetsko banjico (CompactM Biometra), 
odstranili smo glavniček in v banjico do oznake dolili 0,5 × pufer TBE.  
 
V prvo in zadnjo luknjico smo vnesli 8 µl standardne lestvice DNA 0,1-10kb (2-Log DNA 
Ladder, New England Biolabs). Na parafilmu smo zmešali naše PCR-produkte (10 µl) z 
nanašalnim pufrom (5 µl) in jih vnesli v luknjice. Elektroforeza je tekla 30 minut pri 
napetosti 120 V. Gel smo nato prenesli v 0,2 µg/mL raztopine etidijevega bromida za 15 
minut in nato za enak čas v vodo. S programom Biometra smo dobili sliko gela z UV-
transluminatorjem. Dobljeno sliko smo natisnili in shranili v računalniški obliki.  
 
3.2.6 Shranjevanje izolatov C. difficile  
Po enega predstavnika vsakega izolata smo po končani karakterizaciji precepili na sveže 
krvno gojišče COH. Inkubirali smo jih 5 dni v anaerobni komori pri temperaturi 37 °C. S 
cepilno zanko smo z gojišča pobrali čisto bakterijsko kulturo in jo resuspendirali v krioviale 
Microban (ProLab diagnostics). Krioviale smo premešali z obračanjem, in nato iz teh 
odpipetirali odvečno tekočino krioprotektanta. Krioviale smo nato shranili v zamrzovalniku 
pri –80 °C. Vsem shranjenim izolatom smo določili tudi ustrezno številko ZZV.
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4 REZULTATI  
Namen magistrske naloge je bil testirati podplate obutve zaposlenih v NLZOH na lokaciji 
Maribor na kontaminacijo s sporami bakterije C. difficile. Bakterijo smo karakterizirali ter 
primerjali s sevi, ki so bili v enakem časovnem obdobju v laboratoriju izolirani iz kužnin, z 
namenom, da ugotovimo ali so lahko le ti vir kontaminacije.  
 
V prvem vzorčenju smo vzorčili 16 podplatov obuval. Vzorčili smo pretežno podplate tistih 
obuval, ki jih laboratorijski delavci nosijo samo v laboratorijih, razen treh izjem (Preglednica 
17). Pri prvem vzorčenju je bil na C. difficile pozitiven le en vzorec, PP14 (6,3 %). Po 
vzorčenju smo izvedeli, da so to čevlji, ki so bili prineseni v laboratorij od doma. Torej so 
to v resnici domači čevlji. Vsi čevlji, ki se izključno uporabljajo samo v prostorih NLZOH, 
so bili negativni na C. difficile. Za drugo vzorčenje smo se zato odločili, da vzorčimo 
predvsem domačo obutev, to je tista, s katero zaposleni pridejo v službo in se bodisi 
preobujejo v garderobi in s temi čevlji ne hodijo po laboratorijih, ali pa jo uporabljajo tudi v 
prostorih NLZOH. V drugem vzorčenju smo tako vzorčili podplate 15 obuval, od katerih so 
bili pozitivni trije (20 %) (Preglednica 17). V enem primeru je šlo za podplat čevljev, s 
katerimi se ne hodi po laboratorijih NLZOH, ampak so izključno domači. V dveh primerih 
pa je šlo za domače čevlje, ki jih zaposlena uporabljata tudi med delom v laboratoriju.  
 
Pri 4 vzorcih smo opazili porast domnevno klostridijskih kolonij na selektivnih ploščah 
ChromID C. difficile, jih osamili na krvnem agarju, in jih identificirali z MALDI Biotyper. 
Za en vzorec se je izkazalo, da gre za bakterijo Clostridium hathewayi, pri drugem vzorcu 
pa je šlo za bakterijo Robinsoniella peoriensis. V dveh drugih primerih pa identifikacija ni 
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OPOMBE RAST NA CHROM ID 
C. difficile 
PP1 1.07.2020 Vsakodnevno delo s C. 
difficile  
Domači čevlji-bris na 
začetku vzorčenja  
Porasle kolonije 
netipične za C. difficile – 
identifikacija ni možna 
PP2 1.07.2020 Ne delajo s C. difficile Laboratorijski čevlji Ni rasti 
PP3 1.07.2020 Ne delajo s C. difficile Laboratorijski čevlji Ni rasti 
PP4 1.07.2020 Ne delajo s C. difficile Laboratorijski čevlji Ni rasti 
PP5 1.07.2020 Negativna kontrola  Ni rasti 
PP6 1.07.2020 Ne delajo s C. difficile Laboratorijski čevlji Ni rasti 
PP7 1.07.2020 Ne delajo s C. difficile Laboratorijski čevlji Ni rasti 
PP8 1.07.2020 Vsakodnevno delo s 
C.difficile – primarna 
osamitev  
Laboratorijski čevlji Ni rasti 
PP9 1.07.2020 Vsakodnevno delo s 
C.difficile – primarna 
osamitev 
Laboratorijski čevlji Ni rasti 
PP10 1.07.2020 Vsakodnevno delo s 
C.difficile – primarna 
osamitev 
Laboratorijski čevlji Ni rasti 
PP11 1.07.2020 Negativna kontrola  Ni rasti 
PP12 1.07.2020 Vsakodnevno delo s 
C.difficile – primarna 
osamitev 
Laboratorijski čevlji Ni rasti 
PP13 1.07.2020 Vsakodnevno delo s 
C.difficile 
Laboratorijski čevlji Ni rasti 
PP14 1.07.2020 Vsakodnevno delo s 
C.difficile 
Domači čevlji C. difficile pozitivna 
PP15 1.07.2020 Vsakodnevno delo s 
C.difficile 
Laboratorijski čevlji Ni rasti 
PP16 1.07.2020 Ne delajo s C. difficile  Laboratorijski čevlji Ni rasti 
PP17 1.07.2020 Negativna kontrola  Ni rasti 
PP18 1.07.2020 Vsakodnevno delo s 
C.difficile 
Domači čevlji Ni rasti 
PP19 1.07.2020 Vsakodnevno delo s 
C.difficile  
Domači čevlji - bris 












se nadaljuje … 
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OPOMBE RAST NA CHROM ID 
C. difficile 
PP20 8.07.2020 Vsakodnevno delo s 
C.difficile 
Domači čevlji – se 
hodi z njimi po 
NLZOH/ različnih 
laboratorijih 
Clostridium hathewayi  
PP21 8.07.2020 Vsakodnevno delo s 
C.difficile 
Domači čevlji – se 




PP22 8.07.2020 Vsakodnevno delo s 
C.difficile 
Domači čevlji – se 




PP23 8.07.2020 Vsakodnevno delo s 
C.difficile 
Domači čevlji – se 
hodi z njimi po 
NLZOH/ različnih 
laboratorijih 
C. difficile pozitivna 
PP24 8.07.2020 Vsakodnevno delo s 
C.difficile 
Domači čevlji – se 
hodi z njimi po 
NLZOH/ različnih 
laboratorijih 
C. difficile pozitivna 
PP25 8.07.2020 Ne delajo s C. difficile  Domači čevlji – se 




PP26 8.07.2020 Vsakodnevno delo s 
C.difficile – primarna 
osamitev 
Domači čevlji – se 




PP27 8.07.2020 Negativna kontrola  Ni rasti 
PP28 8.07.2020 - Domači čevlji C. difficile pozitivna 
PP29 8.07.2020 - Domači čevlji Ni rasti 
PP30 8.07.2020 - Domači čevlji Ni rasti 
PP31 8.07.2020 - Domači čevlji Ni rasti 
PP32 8.07.2020 - Domači čevlji Porasle kolonije, 
netipične za C. difficile -  
identifikacija ni možna 
PP33 8.07.2020 - Domači čevlji Ni rasti 
PP34 8.07.2020 Ne delajo s C. difficile  Domači čevlji – se 




PP35 8.07.2020 Vsakodnevno delo s C. 
difficile 
Domači čevlji – se 
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4.1 REZULTATI OSAMITVE IN KARAKTERIZACIJE C. difficile  
V bogatitvenem gojišču BHIST smo tako od skupno enaintridesetih vzorcev podplatov 
obuval (prvo in drugo vzorčenje) osamili bakterijo C. difficile iz štirih vzorcev (12,9 %). 
Vzorci, ki so bili pozitivni, so bili: PP14, PP23, PP24 in PP28.  
 
Za vsak pozitivni vzorec smo iz selektivnega trdega gojišča naključno izbrali 8 kolonij in jih 
precepili na gojišče COH ter izolate osamili v čisti kulturi. Pri vzorcu PP14, smo osamili 
samo 7 izolatov, saj en ni porasel po precepljanju. Poleg tega pa smo v karakterizacijo 
vključili še 14 izolatov bakterije C. difficile, ki smo jih prejeli iz diagnostičnega laboratorija, 
osamljenih iz vzorcev blata v istem obdobju kot je potekalo vzorčenje (6. 6. do 7. 7. 2020). 
Skupno smo torej imeli 44 izolatov, katerim smo določili PCR-ribotip.  
 
Za izolate izolirane iz istega vzorca, ki so imeli enak PCR-ribotip, smo predpostavili, da so 
klonalnega izvora. Toksinotip smo tako določili le enemu izolatu posameznega vzorca. 
Vzorcem, ki so bili izolirani iz kužnin, nismo določili toksinotipa. Rezultati PCR-
ribotipizacije in toksinotipizacije vzorcev so prikazani v preglednici 18.  
 
Preglednica 18: Rezultati PCR-ribotipizacije in toksinotipizacije bakterije C. difficile, izolirane iz podplatov 

























Številka izolata BTb PCR-ribotip Toksinotip 
PP14-1 - 011/049 0 
PP14-2 - 011/049 0 
PP14-3 - 011/049 0 
PP14-4 - 011/049 0 
PP14-5 - 011/049 0 
PP14-7 - 011/049 0 
PP14-8 - 011/049 0 
PP23-1 - 014/020 0 
PP23-2 - 014/020 0 
PP23-3 - 014/020 0 
PP23-4 - 014/020 0 
PP23-5 - 014/020 0 
PP23-6 - 014/020 0 
PP23-7 - 014/020 0 
PP23-8 - 014/020 0 
PP24-1 - 014/020 0 
PP24-2 - 014/020 0 
PP24-3 - 014/020 0 
PP24-4 - 014/020 0 
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Nadaljevanje preglednice 18: Rezultati PCR-ribotipizacije in toksinotipizacije bakterije C. difficile, izolirane 
iz podplatov obuval in iz kužnin. 
 
 
Iz podplatov obuval smo izolirali 3 različne PCR-ribotipe (011/049, 014/020, SLO 301), 
izmed katerih sta bila dva PCR-ribotipa toksigena (66,6 %). Pripadala sta toksinotipu 0. En 
PCR-ribotip pa je bil netoksigen (33,3 %). PCR-ribotip 014/020 smo našli na podplatih dveh 
vzorcev. Noben izmed izolatov iz podplatov obuval ni imel gena za binarni toksin. Izolate 
iz kužnin smo uvrstili v 9 različnih PCR-ribotipov. Ribotip 014/020 se je pojavil tako pri 
vzorcih iz kužnin kot na podplatih obuval. Pri izolatih iz kužnin se je najpogosteje pojavil 
PCR-ribotip 002 (28,6 %). Sledila sta mu PCR-ribotipa 014 in 027 (14,3 %). Vsi ostali PCR-
ribotipi so imeli po enega predstavnika. Na sliki 2 je prikazan dendrogram profilov vseh 
PCR-izolatov, ki smo jih izolirali iz podplatov obuval in iz kužnin.  
 
Številka izolata BTb PCR-ribotip Toksinotip 
PP24-5 - 014/020 0 
PP24-6 - 014/020 0 
PP24-7 - 014/020 0 
PP24-8 - 014/020 0 
PP28-1 - SLO 301 Tox - 
PP28-2 - SLO 301 Tox - 
PP28-3 - SLO 301 Tox - 
PP28-4 - SLO 301 Tox - 
PP28-5 - SLO 301 Tox - 
PP28-6 - SLO 301 Tox - 
PP28-7 - SLO 301 Tox - 
PP28-8 - SLO 301 Tox - 
ZZV20-11079 / 023 / 
ZZV20-11080 / 014 / 
ZZV20-11081 / 255/258 / 
ZZV20-11082 / 002 / 
ZZV20-11092 / 002 / 
ZZV20-11094 / 015 / 
ZZV20-11091 / 001/072 / 
ZZV20-11088 / 014 / 
ZZV20-11089 / 002 / 
ZZV20-11090 / 087 / 
ZZV20-11093 / 002 / 
ZZV20-11097 / 027 / 
ZZV20-11096 / 126 / 
ZZV20-11095 / 027 / 
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5 RAZPRAVA  
V magistrski nalogi smo osamili in okarakterizirati bakterijo C. difficile iz podplatov obuval 
laboratorijskih delavcev. Izolate C. difficile smo identificirali s sistemom MALDI Biotyper 
in jih okarakterizirali s PCR-ribotipizacijo ter toksinotipizcijo. Osamljene izolate iz 
podplatov smo primerjali s tistimi, ki so bili v enakem časovnem obdobju, v diagnostičnem 
laboratoriju izolirani iz kužnin.  
 
Bakterija C. difficile je ena izmed pomembnejših črevesnih patogenih bakterij. 
Kontaminacija okolja s sporami C. difficile je tudi glavni razlog za širjenje okužbe (Barra-
Carrasco in Paredes-Sabja, 2014). C. difficile so izolirali iz mnogih okolij, iz rečnih voda, 
jezer, bazenov, pitne vode, prsti, domačih gospodinjstev, bolnišnic, restavracij in trgovin 
(Alam in sod., 2014; Alam in sod., 2017; Janežič in sod., 2012; Saif in Brazier, 1996; 
Simango, 2006; Zidarič in sod., 2010).  
 
S sporami bakterije C. difficile so zelo pogosto kontaminirani podplati obuval (>30 %) v 
domačem okolju (Alam in sod., 2014, 2017; Janežič in sod., 2018), pogosto pa so s sporami 
C. difficile kontaminirani tudi podplati obutve vzorčene v bolnišničnem okolju. Podplati 
obuval lahko igrajo pomembno vlogo pri raznosu spor v bolnišničnem okolju in morebiti, 
tudi pomembno prispevajo k vnosu spor v bolnišnično okolje (Janežič in sod. 2019). 
Diagnostični laboratoriji so deloma podobni bolnišničnemu okolju, saj kljub upoštevanju 
zahtev varnega dela, verjetno prihaja do razširjenja spor C. difficile iz vzorcev in kultur. Zato 
smo v magistrski nalogi želeli preveriti kontaminacijo obutve laboratorijskih delavcev s C. 
difficile, pri delavcih, ki delajo v mikrobiološkem diagnostičnem ali raziskovalnem 
laboratoriju, in v laboratoriju kjer ne izolirajo bakterije C. difficile. Pri slednjih smo spore 
pričakovali v manjšem deležu. Prav tako pa smo seve bakterije želeli primerjati s sevi, ki so 
bili v tistem časovnem obdobju v laboratoriju izolirani iz kužnin.  
 
Pričakovali smo, da bodo podplati obutve laboratorijskih delavcev kontaminirani s sporami 
bakterije C. difficile v več kot 30 %, saj verjetno prihaja do razširjanja spor C. difficile iz 
vzorcev in kultur. Ugotovili smo, da so na podplatih obuval laboratorijskih delavcev spore 
bakterije C. difficile zastopane v zelo nizkem deležu. Pozitiven je bil le en vzorec (6,25 % ). 
Tudi za ta vzorec, se je izkazalo, da je bila obutev prinesena od doma, le nekaj dni pred 
vzorčenjem, z namenom uporabe v laboratoriju. Povzamemo torej lahko, da so obuvala 
laboratorijskih delavcev redko kontaminirana s sporami C. difficile. Na podlagi tega bi lahko 
sklepali, da je na NLZOH dobra čistoča laboratorijev in laboratorijskih hodnikov, da se 
uporabljajo učinkovita čistilna sredstva in predvsem, da so delavci seznanjeni z dobro 
higiensko prakso, ter dobro upoštevajo metode varnega dela, s čimer se lahko prepreči 
razširjanje spor med laboratoriji. Ker je vzorčenje potekalo v času po epidemiji COVID-19 
in se v teh laboratorijih testira tudi pomemben delež vzorcev na prisotnost koronavirusa 
(SARS-CoV-2), lahko sklepamo, da je bilo razkuževanje in čiščenje hodnikov pogostejše 
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kot sicer, in je to lahko eden izmed razlogov, da podplati obuval niso bili kontaminirani s 
sporami bakterije C. difficile. Podatkov o načinu in frekvenci čiščenja nimamo. 
 
Sklepali smo, da bodo podplati obuval laboratorijskih delavcev, ki delajo v mikrobiološkem 
diagnostičnem ali raziskovalnem laboratoriju v večjem deležu kontaminirani s sporami C. 
difficile, kot podplati obuval delavcev iz laboratorijev, kjer ne izolirajo C. difficile. To 
hipotezo smo ovrgli, saj podplati izključno laboratorijskih obuval niso bili kontaminirani s 
sporami C. difficile.   
 
V drugem vzorčenju smo se odločili, da vzorčimo podplate obuval iz zunanjega okolja, s 
katerimi laboratorijski delavci pridejo na delo. Ker so podplati obuval eden izmed možnih 
načinov prenosa spor med okolji, bi laboratorijski delavci, v primeru velike kontaminacije 
obuval s sporami, le te lahko prenesli na delovno mesto, od koder bi se te potem razširile 
naprej med laboratoriji. V drugem vzorčenju smo od 15 vzorcev našli 3 (20 %) pozitivne 
podplate. Če upoštevamo samo nelaboratorijska obuvala (N=18) je delež kontaminacije 22,2 
% (4/18). Delež kontaminacije podplatov obuval je še vedno manjši kot navajajo drugi 
avtorji (Alam in sod., 2014, 2017; Janežič in sod., 2018). Alam in sod. (2014) so v študiji 
namreč navedli da je bilo več kot 40 % obuval kontaminiranih s C. difficile, v drugi študiji 
(2017) je bil delež sicer manjši, ampak še vedno dokaj visok (26,4 %). Tudi Janežič in sod., 
(2018) navajajo, da so bili podplati obuval v 43 % kontaminirani s C. difficile. Na C. difficile 
so bili pozitivni trije vzorci čevljev (PP14, PP23 in PP24), ki jih zaposleni uporabljajo tudi 
med laboratorijskim delom. Vsi trije so zaposleni na istem oddelku, kjer poteka vsakodnevno 
delo s kulturami C. difficile, zaradi tega ne moremo zagotovo vedeti, kje je vir kontaminacije 
teh podplatov. Četrti pozitivni podplat je bil na čevlju, ki je bil vzorčen v garderobi. 
Zaposlena se je tako po prihodu v službo preobula, tako lahko sklepamo, da je vir 
kontaminacije tega podplata zunanje okolje. Prav tako, smo na tem čevlju našli netoksigeni 
izolat PCR ribotipa 301, ki prej v Sloveniji še ni bil najden in opisan, zato smo mu dodelili 
tudi interno številko. V okolju so netoksigeni izolati pogosti (Janežič in sod., 2019). 
 
Iz podplatov obuval smo izolirali 3 različne PCR-ribotipe, izmed katerih sta bila dva PCR- 
ribotipa (014/020 in 011/049) toksigena. Pripadala sta toksinotipu 0. Noben izmed teh treh 
ribotipov sicer ni imel gena za binarni toksin. Oba toksigena PCR-ribotipa, predvsem ribotip 
014/020 v Sloveniji pogosto izoliramo iz ljudi, ter tudi živali in različnih okolij.  
 
Pričakovali smo, da bodo nekateri PCR-ribotipi izolirani iz površine podplatov obuval enaki 
kot PCR-ribotipi, osamljeni iz kužnin v istem časovnem obdobju, kot je potekalo vzorčenje. 
Edini PCR-ribotip, ki se je prekrival s PCR-ribotipi iz kliničnih vzorcev je PCR-ribotip 
014/020. Velja za najpogostejši ribotip v okolju in pri ljudeh, najdemo pa ga tudi pri živalih 
v Sloveniji (Janežič in sod., 2012; Janežič in sod., 2018; Zidarič in sod., 2010). PCR-ribotipa 
014 in 020 navajamo skupaj kot 014/020, ker imata zelo podoben profil, ki ga je težko ločiti 
z uporabo klasične agarozne gelske elektroforeze (Janeži in sod., 2012). Prisotnost ribotipa 
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014/020 na podplatih obuval iz zunanjega okolja je torej pričakovana, saj je v okolju zelo 
pogost.
Ogrizek E. Kontaminacija podplatov obutve laboratorijskih delavcev s sporami bakterije C. difficile. 




V magistrskem delu, lahko s pomočjo naših rezultatov zaključimo: 
 
- Da spore bakterije C. difficile niso prisotne na podplatih izključno laboratorijskih 
obuval delavcev na NLZOH. 
 
- Da so spore C. difficile v relativno nizkem deležu (22 %) prisotne na podplatih obuval 
s katerimi laboratorijski delavci pridejo na delo in jih nekateri uporabljajo tudi med 
delom v laboratoriju. 
 
- V največjem deležu smo iz podplatov obuval izolirali PCR-ribotip 014/020, ki se 
zelo pogosto pojavlja pri ljudeh in v okolju in je bil v času vzorčenja izoliran tudi iz 
kužnin v diagnostičnem laboratoriju.  
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7 POVZETEK 
Clostridioides difficile je anaerobna, sporogena, po Gramu pozitivna bakterija, ki proizvaja 
toksine. Je ena izmed pomembnejših črevesnih patogenih bakterij, ki se prenaša po fekalno-
oralni poti. Najdemo jo v črevesnem traktu ljudi in živali, vendar pa so spore ubikvitarne. 
Kontaminacija okolja s sporami je pomemben vir za širjenje okužbe. Okužba s C. difficile 
se najpogosteje pojavlja pri hospitaliziranih starejših osebah, in je skoraj vedno povezana z 
uporabo antibiotikov. Simptomi se lahko kažejo kot mila driska ali pa povzroči življenjsko 
nevarno stanje, psevdomembranski kolitis. V zadnjem desetletju se vse več pojavlja izven 
bolnišničnih okužb pri zdravih osebah, ki predhodno niso bile izpostavljene zdravljenju v 
bolnišnici, saj je C. difficile prisotna tudi v izven bolnišničnem okolju. Izolirali so jo iz rečnih 
voda, jezer, prsti, parkov, živalskih vzorcev, vzorcev hrane, kot tudi iz domačih 
gospodinjstev. Potencialni vektor za prenos okužbe s C. diffcile so tudi podplati obuval 
zdravstvenih delavcev, bolnikov in obiskovalcev in so eden od možnih načinov prenosa spor 
med okolji, npr. med domačim okoljem in zunanjimi površinami ali med oddelki znotraj 
bolnišnice. 
 
V magistrski nalogi smo želeli osamiti in okarakterizirati bakterijo C. difficile iz podplatov 
obuval laboratorijskih delavcev, in seve primerjati s tistimi, ki so bili v enakem časovnem 
obdobju v laboratoriju izolirani iz kužnin. Vzorčili smo obutev, ki jo laboratorijski delavci 
nosijo samo v laboratorijih, kot tudi obutev, s katero pridejo na delo in to obutev bodisi 
pustijo v garderobi, ali jo uporabljajo tudi med delom v laboratorijih in tako potencialno 
spore raznosijo v delovnem okolju. Podplate obuval smo pobrisali s sterilnimi gobicami, in 
vzorce inkubirali v bogatitvenem gojišču BHIST. Nato smo naredili alkoholni šok in 
bakterijo osamili na selektivnem kromogenem gojišču Chrom ID C. diffiicle. Kolonije, ki so 
po morfologiji spominjale na C. difficile smo precepili na krvni agar, z MALDI Biotyper 
smo potrdili da gre za C. difficile, izolirali DNK izolatov ter naredili PCR-ribotipizacijo in 
toksinotipizacijo. PCR-ribotip pa smo določili tudi izolatom C. difficile iz kužnin iz 
diagnostičnega laboratorija, ki so bili osamljeni v istem časovnem obdobju, kot je potekalo 
vzorčenje podplatov.  
 
Pri prvem vzorčenju, ko smo vzorčili podplate laboratorijskih obuval, je bil pozitiven le en 
vzorec (6,3 %), za katerega se je izkazalo, da gre za domače čevlje, ki so bili le malo pred 
vzorčenjem prineseni v laboratorij, z namenom uporabe v laboratoriju. V drugem vzorčenju, 
ko smo vzorčili podplate obuval iz zunanjega okolja, smo od 15 vzorcev našli 3 (20 %) 
pozitivne podplate. Če upoštevamo samo nelaboratorijska obuvala (N=18), je delež 
kontaminacije s sporami 22,2 %, kar je manj kot navajajo drugi avtorji. Vsi čevlji, ki se 
uporabljajo izključno v prostorih NLZOH so bili negativni na C. difficile. Iz podplatov 
obuval smo izolirali 3 različne PCR-ribotipe, izmed katerih sta bila dva PCR-ribotipa 
(014/020 in 011/049) toksigena. Pripadala sta toksinotipu 0. PCR-ribotip 014/020 je edini, 
ki se je prekrival s PCR-ribotipi iz kliničnih vzorcev. Velja za najpogostejši ribotip v okolju 
in pri ljudeh, najdemo pa ga tudi pri živalih v Sloveniji.  
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V magistrski nalogi smo pokazali, da podplati obuval laboratorijskih delavcev niso 
kontaminirani s sporami C. difficle, kot smo to pričakovali glede na rezultate predhodnih 
študij. V nižjem deležu, kot poročajo ostale študije, so s sporami kontaminirani podplati 
nelaboratorijskih obuval, tistih, s katerimi pridejo laboratorijski delavci na delo. Čeprav smo 
spore bakterije na podplatih obuval dokazali v manjšem deležu, kot poročajo v mnogih 
študijah, so podplati obuval lahko potencialni vektor za raznos spor med različnimi okolji, 
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